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Abstract of DE1 9736592 

Macrocyclic tetraether lipid derivatives (I) and liposomes or liposome aggregates containing (I) are new. 
Tetraether lipid derivatives of formula (I), consisting of a 72-membered macrocyclic dibiphytanyl-diethyl- 
tetraether ring derivatized by two substituted carbamoyl groups, and derivatives of (I) modified by the 
formation of 'pentacycles' in the tetraether structure, are new. S1,S2 = -CONH-X1-N(R1)n-X2-Y; Y = 
NR2R3 or -N<+>R4R5R6; XI ,X2 = 2-20C alkylene or alkenylene; R1-R6 = H or alkyi, alkenyl, aralkyi or 
aryl (all of up to 12C); or one of R1-R6 = antibody against cell surfece molecules or ligand for cell sur^ci 
receptors; n = 0-10. Independent claims are included for liposomes and lipid aggregates containing at 
least one compound (I), optionally together with a nucleic acid molecule. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(M) Tetraetherlipidderivate und Tetraetherlipiddertvate enthaltende Liposomen und Lipidagglomerate sowie deren 
Verwendung 

(5?) Herkommliche Liposomen, die zum Transport von 
pharmazeutischen Wirkstoffen in eukaryontische Zellen 
oderzur Lipofektion verwendet werden, sind nurbegrenzt 
hattbar, nicht saurestabil und erfordern die Bestimmung 
einer Vielzahl von Parametern, damit zufriedenstellende 
Ergebnisse erziett werden konnen. Die Entwicklung weni- 
ger empfindlicher Liposomen ist daher wunschenswert. 
Erfindungsgemaf^ werden Tetraetherlipidderivate bereit- 
gestellt, die sehr stabil und gut zur Lipofektion geeignet 
sind. 
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Bcschreibung 



Die vorlicgcnde Brfindung bctrilTl Iclraelhcrlipiddcrivale, die erfindungsgciiialWn Tctraciherlipiddcrivaic cnlhallcndc 
Liposonien und Lipidaggtoittcraie und deren Venvendung. 

5 In der wissenschafl lichen Forschiing bcstchi cin groBcr Bedarf an Vcrfahren /.ur 'Iransfeklion von Zellen in Tcllkullur 
und niultizcUularen Organisnicn mil Nuklcinsaurcn. Die hcrkoinnilichcn Vcrfahren wic Hlcklroporaiion, DKAli- und 
"C.'alciuntphosphal"unlerstulzle Transfektion, Mikroinjektion oder ballislischc Mclhoden haben den Nachteil, daB sie oft 
nur geringc Transfcklionscffi/icnzen erreichen, die Zellubcrlebensralen schr gering sind und/oder, daB sie nichl an Mchr- 
zellcm durchtuhrbar sind. Viralc und relroviralc 'Iransicklionssystenie sind /war criizienler, bergen abcrcigene Kisikcn, 

10 wic z. B. einc eriiohie Iniiiiunanl worl oder cine unkonirolliene Inlcgralion in das Zielgenoni. Die Transfeklion von nicht- 
viralen Nukleinsauren iiiit Ilille von Liposonien, auch Lipofektion genannl, sicllt dahcr eine erfolgreiche und bcreits 
haufig angcwandte Altemaiive zu den obcn beschriebcnen Vcrfahren dar. 

Liposonien sind kiinstlich hergestellte uni- oder nmltilaniellare T jpidvesikel, dieeinen waBrigen Tnnenraum uinschlie- 
Ben. Sie sind iin ailgenieinen biologischen Meinbranen ahnlich und werden daher nach Anlagerung an dicselben ofliiials 

15 leichl in die Menibranstxuklur integriert. Bei dieser Menibranfusion wird der Inhall des Liposomeninncnraums in das 
von der biologischen Membran unischiossene Lumen entladen, Allemativ werden die Liposomcn durch endocyloiische 
Vorgange in das Cytosoi der zu iransftziercnden Zelle gcbracht; sie werden anschlieBend enl weder im (.^ytosol zcrslort 
Oder treten als solche in Wechselwirkung niit der Kemiiicmbran. Ini leiziercn Fall sind die im waBrigen Innenraum des 
Liposonis enlhaltenen Verbindungen wcitgehcnd gegen proteolylische o<ler nukicolytischc Angriffe geschutzc. 

20 Liposonien konnen daher als Transport vchikel fur Stoffe, wie z. B. Nukleinsauren und Phaniiazeutika benulzl werden. 
So slelll z. B. die Kosnietikindustric Liposonien-haltige Hautcremes her, die Wirkstoft'e zielgerichtet in die Epidcrniis 
und tiefer gelegene Z^lischichlen transportieren. Zur Herstellung von Liposonien werden hauptsachlich naiiirliche I^cil- 
hine aus Sojabohnen oder Eigelb bzw. definierle naiiirliche oder kunstlichc Phospholipids wie Cardiolipin, Sphingo- 
myelin, Lysolecithin und andere verwendei. Durch Variation der polaren Koplgruppen (Choiin, Ethanolamin, Serin, Gly- 

25 cerin, Inosit), der Lange und der Sattigungsgrade der Kohlenwassersloffkellen werden GroBe, Stabilital und Faliigkcit 
zur Aufnahifie undFreiselzung der assoziierien Molekule beeinfluBl. 

Eincr der wcscntlichcn Nachtcilc der bis hcutc bckannicn Liposomcn isl ihrc geringc Slabilitat. Aus nomialcn Dop- 
pelschichl-bildenden Phopholipiden gebildete Liposonien sind auch im gekiihlien Zustand nur kurze Zeit haltbar. Ihrc 
Lagers! abilitat laBt sich zwar z, B. durch Einbeziehen von Phosphatidsaure erhohen, jedoch isl die somit verbesscrie Sia- 

30 bilitai fur viele Zwecke immcr noch unzureichend. AuBerdem sind herkonimliche Liposomcn nicht saurestabil und daher 
weder fur den Transport pharnjazeutischer Wirkstoffe geeignet, die nach oraler Verabreichung den Magen passiercn, 
noch fur die Liposomen-unterstutzte DNA-Transfektion unter leicht sauren pH-Bedingungen, 

Fur wissenschaftliche und medizinische Lipofektionen in Saugerzellen werden Liposonien-bildende Lipidmischun- 
gen, 2. B. Lipofectamin®, Lipofectin® oder DOTAP®, haufig benutzt. Nebcn den bereits erwahnlen Nachteilen ist mil ih- 

35 rer Anwendung die Notwendigkeit verbunden, eine Vielzahl von Parainetem (z. B, Zelldichte, Nukleinsauremenge, An- 
teil der zugesetzten Lipide, Voluitien des Liposomenansalzes etc.) genau zu bestimnien, weil es nur ein sehr enges Para- 
met eroptimum gibi, bei dem ausreichende Transfektionseffizienzen erreicht werden konnen. Dadurch werden Transfek- 
tionen unter Verwendung kommerzieller Lipotektionsreagenzien sehr aufwendig und kosten intensiv. Desweileren sind 
bei den obengenannten Produkten groBe Variafionen zwischen den einzelnen Chargen zu beobachten, was sie in derPra- 

40 xis wenig vcrlaBlich macht. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, Lipofektionsmittel niit groBerer mechanischer und chemischer Sta- 
bilitat und daniit verlangerter Lagerfahigkeit hei-zustellen, die eine einfache und verliiBliclie Anwendbarkeit emiogli- 
chen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch das Bereitstellen von Tetraetherlipidderivaten (im folgenden auch 
45 als "TEL-Dcrivate" abgekiirzt) mil der ailgenieinen Fonnel (I): 
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wobei und S~ gleich oder verschieden .sein konnen und jeweils die lolgendc Bedeuiung haben: 
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und 

Y kann -NR^R^ oder -N^^R^R^ bedcuien; 

X ^ und X- konnen gleich oder verschieden sein und sind jcweils unabhangig voncinander ausgewahll aus der Gruppe, die 1 5 
ein verzweigles oder unverzweigtes Alkylen cxier Alkcnylen niit 2 bis 20 Kohlenstoffalomen unifaBt; 

bis R^ konnen gleich oder verschieden sein und sind jcweils unabhangig voncinander ausgewahll aus der Gruppe, die 
umfaBt: Wassersloflf, verzweigle oder unverzweigie AlicyN, Alkenyl-, Aralkyl- oder Arylgruppcn mil 1 bis 12 Kohlen- 
sloffalonien, wobei jcweils einer der Resic R- bis R^ weiicr einen Aniikorpcr gcgen 5^11oberflachcnniolekulcoder cinen 
Ligandcn fur Zellobcrflachen-Rczeploren unifassen kann; und 20 
n kann cine ganze Zahi zwischen 0 und 10 bcdcutcn, 

sowiedurch Bildung von Pcntazyklen ini Tetraethcrgrundgerusi gcbildeie McKiifikationen davon. 

Das Lipidgeriisl der erfindungsgemaBen Telraelherlipiddcrivate bcstchl aus eineni 72-gIiedrigen Makroietraeiherzy- 
klus, dessen Gnjndgerusl ein Dibiphyianyl-diclhyl-lelraelherhclcrozyklus ist. In dieseiii sind die (O-Kohlenstoffatoirie 
der Phyianylketten von jcweils 2 Dicthemioiekiilen kovalent niileinander verbunden. Telraelherlipide sind bereils be- 25 
kannl und bisher ausschlieBlich in Archaebaklerien nachgewiesen worden. In Abhangigkeil z. B. von der Zuchlungslcni- 
pcratur konnen sich inncrhalb der Dibi phyianylketten Pcniazyklcn ausbildcn, die dcni Lipid cincn spczifischcn physiko- 
cheniischen Charakter gcben. Mil jeder Penlazyklisierung verliert das Grundgeriisl zwci Wassersiolfatonie. Eine Zusam- 
menfassung aller bisher bekannlen Basissirukturen archacbaklerieller Lipide is( in Langworthv und Pond (Svslcni Appl. 
Microbiol. 7, 253-257, 1986) enthalten. ' " 30 

Das nalurlich vorkonuuendc Lipidgerusl ist nuninchr erfindungsgeniaG derivaiisicrt worden, uni fiir den Einbau in zur 
Transfekiion vorgesehene Liposonien oder Lipidagglonierale geeignci zu sein. Dazu werden Seitenkctten eingefuhrt, die 
enrweder per se durch Ausbildung quatemarer Aninioniunisalze oder unler physiologischen Bedingungen, d. h. bei ei- 
nem pH von 7,35 bis 7,45, positiv gcladen sind. Solcherart derivaiisierte Lipide sind besonders gut gecignet, niit ncgativ 
geladenen Molekiilen, beispielsweise Nukleinsaureniolekulen, in Kontakt. zu u*eten und sie z. B. in Liposoinen einzu- 35 
schlieBcn. Da ein iiioglicher Verwendungszweck der erfindungsgeniafien Lipide in der Bildung von Liposonien oder Li- 
pidagglotneraten fiir gentherapeulischc Anwendungen liegt, konnen die erfindungsgeinafien Lipide zusatzlich mil Mole- 
kiilen gekoppell werden, die das spezifische Andocken der Lipide an spezielle &llen emioglichen. Beispiele dafur sind 
Antikorpcr gegen 21elioberflachenantigene, insbesondere solche, die selektiv auf den Zielzellen expriniiert werden. Mog- 
lich sind weiter Liganden fiir Rezeptoren, die auf der Obcrflache bestimniier 2x?llen selektiv anzutreffen sind, sowic bio- 40 
logisch akiive Peptide, die ein Organ- bzw. Zell-spezifisches Targeting in vivo emioglichen (Ruoslati, Science, 1997). 
Letztere wurden fiir die Zwecke dieser Annieldung ebenfalls als Liganden bezeichnet. 

Der besondere Vorteil dererfindungsgeinaBen Tetraetherlipidderivaie liegt darin, daB ihr Lipidgerusl keine Doppelbin- 
dungen enthalt und daher unempfindlich gegen Oxidation ist. Weiterhin enlhalt es stall der in Lipiden aus Eubakterien 
und Eukaryonten enthallenen Lipidesterbindungen nur Lipidetherbindungen, die auch bei hohen Protonenkonzeni ratio- 45 
nen, wie sie z. B. ini Magen auftrelen, nicht angegriffen werden. 

In bevorzugten Ausfiihrungsfonrien sind die Substituenlen und S* an beiden Enden des Telraelherlipidgrundgerii- 
stes gleich. Dies ermoglicht^ ausgehend von natiirlichen Telraelherlipiden, die Synlhese ohne zwischenzeilliche Verwen- 
dung von Schuizgruppen. Die Ideniilat der Substituenlen S^ und S" isi besonders bevorzugtin solchen Fallen, in denen 
keiner der Reste R' bis R^ einen Antikorper oder Liganden llir einen 2^lloberflachenrezeptor darstellt. 50 

In einer bevorzugten Austuhrungsfonn des erfindungsgeniiiBen Telraetherlipidderivates stellt die Gruppe X' sowohl 
in S' als auch in S" ein Alkylen oder Alkcnylen niit 2 bis 10, bevorziigt niit 3 bis 6 Kohlenstoflatomen dar. In ganz be- 
sonders bevorzugten AusfUhrungstbmien handeh es sich bei X' uin Propylen. 

Die Gruppe X- ist ebenfalls bevorzugt ein Alkylen oder Alkenyien mil 2 bis 10, bevorzugt mil 3 bis 6 Kohlenstoffa- 
toinen. Auch fiir X~ sind Propylenreste besonders bevorzugt. 55 

n kann 0 bis 10 bedeutcn. In bevorzugten Ausliihrungsfornien isl n 0 bis 3, ganz besonders bevorzugt 0. 

Die erfindungsgeinUBen Tetraetherlipidderivaie werden bcvorzugi aus natiirlichen Te tract he rlipiden heigestellt, die 
z. B. aus Archacbakterien isolicrbar sind. Wie oben bereils erwahnt, iretcn in den aus nalurlichen Qucllcn isolicrlen Te- 
lraelherlipiden in eineni gewissen Unifang Pcntazyklen innerlialb der DibiphytanyLkeiien aul. Das AusniaB der Penlazy- 
klisierung kann durch die Ziichlungsteinperalur hecinfluBi werden, Nonnalerweisc finden sich 0 bis 8 Pcntazyklen pro 60 
Telracihergrundgerusl, wobei bei einer Zuchlungsteiiiperatur von 39"* die iiieislen Lipidniolckule zwischen 1 und 5 Pcn- 
tazyklen aufweisen, wahrcnd bei einer Zuchiungsieniperatur von y)"" iiberwicgend 3 bis 6 Pcntazyklen beobachtet wer- 
den. Die folgende Tabelle gibi Auskunfl uber die Vertcilung der Pentazvklisierung bei einer Ziichlungsieniperaiur von 
39°C bzw. 59^C: 
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TABELI^ 



Anzahl der PentazyWen 


%-Anteil bei Zuchtungs- 
temperatur von 
39' 


%-AnteIl bel ZQchtungs- 
temperatur von 
59»C 


0 


5.6+ 0.5 


6,6 + 0.5 


1 


17.3 + 0.4 


9.2 + 1.2 


2 


23,0 + 4.0 


9.4 + 0.05 


3 


23.4 + 0,5 


17.1 + 1,4 


4 


14,8 + 1,3 


19.0+ 1,3 


5 


10,8 + 1.0 


21.6+0.3 


6 


3.6 + 0.0 


11.7 + 0,2 


7 


1.2 + 0,5 


4.7 + 0.3 


8 


0.5 + 0.4 


0.8 + 0.3 



20 In weiteren Ausfuhrun^sfoniien des erlindungsgemaBen Tetxaetherlipiddcrivates bedeutel Y sowohl in S' als auch in 
S" -NR-R-'. Dabei sind R- und R^ bevoreugt Wasserstoflf, verzweigtc oder unverzwcigtc Alkyl-, Alkenyl-, Aralkyl- odcr 
Arylgruppen besonders bcvorzugt Wasserstoff-, Methyl-, Ethyl- oder Propylgruppen. In einer weiteren bevor/iiglen 
Ausfiihrungsfomi bedeuiet Y sowohl in als auch in S* ein quatemares Aninioniumsalz, dessen Reste R^. R^ und R^ 
ebenfalls bevorzugi WasserslofF-, verzweigte oder unverzwcigtc Alkyl-, Alkenyl-, Aralkyl- oder Arylgruppen mil 1 bis 

25 12 Kohlenstoffatonicn, besonders bevorzugt Wasserstoff, Methyl, Ethyl oder Propyl sind. Jeweils einer der Rcstc R- bis 
R^ kann einen Aniikorper gegen 2^1lobernacheniiiolekule oder einen Liganden fur Zelloberfl'achen-Rezeptoren uiiifas- 
scn. 

In besonders bevorzugt en Ausfiihrungsfonnen hat das erfindungsgeniaBe Tetraetherlipidderivat die allgemcine For- 
niel (I) niit den nachsiehcnd angegebencn Substituenten und S': 

30 

Verbindung A 

und S-: -CO-NH-(Cfl2)3-NH2. 
35 Verbindung B 

S ^ und S-: -CO-NII-(a^2)3-N(CH3)2. 

Verbindung C 

40 

und S-: -CO-NH-(a-l2)3-N®(CH3)3. 

Die erfindungsgeniiiBen Tetraetherlipidderivate konnen z, B. aus deni Gesaintlipidextrakt von Archaebakierien, z. B. 
dem Gesaintlipidextrakt des Archaebaktehunis Theniioplasnia acidophilum gewonnen werden. Tliernioplasnien wach- 

45 sen zwischen pH 1 und 4 und bei Teniperaturen von 33 bis 67°C. ITiennoplasiiia acidophilum kann, wie in Beispiel 1 
wiedergegeben, kultiviert werden. Ublicherweise wird eine bis zu einer OD578 von ca. 0,6 geziichlete Kultur des Mi- 
kroorganismus geemtet und die geemteten Mikrooiganisinen entweder direkt zur Lipidgewinnung eingesetzt oder ge- 
friergeirocknel und gelagen. Fiir die Gewinnung der Tetraetherlipide aus dem Gesamllipidextrakt von Thcrmoplasma 
acidophilum wird dieser einer Saurehydrolyse unierzogen, um Tetraether zu produzieren (Beispiel 2 und Abb. 7). Oxi- 

50 daiion der freien Hydroxy Igruppen am Tetraether zu Dicarbonsaurcverbindungen, Reaktion dieser Dicarbonsaureverbin- 
dungen niit SOCI2 und Umselzung der entstandenen Carbons aurechloride mit Aminen resulliert in der Bildung verschie- 
dener Tclraetherlipiddenvale (Beispiel 3 und Abb. 7). 

Die crfindungsgcnmBen TEL-Derivate konnen zuni Herstellen von Lipofektionsmiiteln verwendel werden. Lipofekli- 
onsmittel sind z. B. Liposoinen oder Lipidaggloinerate. Verfahren zuni Herstellen von Liposonien sind allgemein be- 

55 kannt. Gcnerell wird dabei das zur Praparaiion der LipK>soinen vorgesehene Lipid zunachst in einem oi^anischcn Lo* 
sungsmittel gclost urid durch Evaporation cin Lipidfilm gebildet. Der Lipidfllm wird gut getrocknel, um samthche Lo- 
sungsmitielresie zu entfemcn. AnschlicBcnd werden die Lipide dieses Filmes in einem geeigncien PufTersysicm resus- 
pcndierl. Fiir medizinisch-phamiazeutische Zwecke eigne! sich z. B. physiologische Kochsalzlosung, pIT 7,4, jedoch 
sind andcrc PutTcrsyslcinc (z. B. Mcllvaine- Puffer), oder ungcpufferte Losungen, wie z. B. ungcputYcrle Kalium- oder 

AO Nalnunichloridlosungen, ehcntalls verwendhar. Die PufTemienge sollte so berechnet sein, daB sic spaicr eine T.iposo- 
mendispersion mil maximal 15-20 mg Lipid/ml PulTer crgibl. Durch Schulleln mil der Hand konnen zunachst groBe 
mullilamcllarc Vesikcl niit einer GroBcnverteilung ini pm-Bcreich gebildet. werden. Die Bildung dieser Vcsikel kann 
durch Verwendung von zwci Glaskugelchen und/odcr eines Ultraschallbades mil geringer Schallintcnsitat erleichtert 
werden. Furdie eigenllichc Priiparation von unilaiiiellarcn Liposomen definierler GroBe wurden folgende Methoden ge- 

65 lesiet und als fiir die Hcrsicllung von Liposomen aus erfindungsgemaBcn Tbiraetherlipidderivaicn geeignci bclunden: 

(a) Uhraschallbchandlung: Die Suspension muliilamcllarer Liposomen wird bei 20 kHz 5 Minuien beschalU (Bran- 
son Sonifer B l.S). IZs bilden sich Liposomen mit einem Durchmesser um 500 nm. 

4 
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urcWinc French Druck/cllc: Die Susrvnsion niullilaincllarer Lirx 



30 



(b) lixtrusion durcTWinc French Druck/elle: Die Suspension niuhilaniellarer Liposonien wird bei 10 (X)() p.s.i. vicr- 
lualin der French Druckzellccxirudierl (SLM-AiiiincoTnc, Urbana IL, USA), lis bildcn sich Liposomen mil cineiii 
Durchinosscr uiii 120 nni. 

(c) Hxirusion durch Polycarbonal filler: Die Suspension niuliilaniellarcr Liposonien wird durch Polycarbonaffilier 
definicrter PnrengroBc cxlnidicn (T jposoFasj'", Aveslin, Ollawa, Kanada). Bei Verwcndnng von Pillcrn mil ciner s 
PorcngroBe von 100 oder 2(X) nni cnlslchcn Liposomen, die in der (JroBcnveneilung geringfUgig obcrhalb dcr Po- 
rengrofk liegen. Die lixlrusion durch Filter dicser gcringen PorcngroBe kann glcichzcilig als Slcrilfihraiion diencn, 
sorcrn alle sonsligcn Vorausselzungen fiir einc Slerilfillration (z. B, exakie Trcnnung der unsierilen und sierilcn Sci- 

len dcr Hllralionsappardlur) eingehallcn wcrden. Un» die eigcnllichc Fiilralion zu crieichlem, konnen cinigc \brbe- 
reilungcn gcirolTcn werdcn: lo 

(ca) Die Suspension mullilainellarer Liposonien wird bei 20 kHz /.wischen 1 und 5 Minuien bcschallt (s. (a)) 

(cb) Die Suspension ni u It i Ian lellarer Liposonien wird 1-3 nial gefroren und wieder aufgetaul. 

(cc) Die Suspension niultilamellarer Liposonien nach (ca) oder (cb) wird durch einen Polycarbonal.fiher von 
600 bis 800 nni PorcngroBe vorfillriert. 

15 

Im AnschluB an die Ullraschailbehandlung bzw. Extrusion konnen die Liposomen in einer Eppendorfzenlrifuge 3200 
10 Minuien zenirifugierl werdcn, uni nichtliposoniales Material zu entlcrnen. Intakle, geschlossene Vesikel bieiben ini 
Uberstxind, 

Liposonien konnen wciter durch Deiei^enzsolubilisierung niit anschlicBcnder Derergenzdialyse hergeslellt werdcn. 
Dazu wird zunachst wie obcn beschrieben ein Lipidfilni gebildcl. Diescr wird in eincni detcigcnzhaltigen Puftersysleni 20 
suspendicrl (Beispiele dialysierbarer Detergenzien: Oclyl-P-D-(Jlucopyranosid oder Oclyl-p-D-Thioglucopyranosid). 
Das niolare Verhiillnis ('1"EL-Derivat: Dclergenz) solhe bei den genannicn Dcicrgenzien zwischen 0,05 und 0,3 liegen 
und die Pufferinenge so bercchnet sein, daB sich spalcr eine Liposoinendispersion mil maximal 15-20 mg Lipid pro ml 
Puffer ergibt. Durch Schiitleln mil der Hand werdcn Mischniizellen aus Dclergenz und TEL-Derival gebildet. 

Die Suspension der Mischmizellen wird nun in Dialyseschlauche, z. B. in cine Lipoprep®-Dialysezelle oder in eine 25 
Mini-Lipoprep® Dialysezelle (Diachema AG, Langnau, Schweiz) uberlragen und bei RT 24 Slunden dialysierl. Bei Enl- 
zug dcs Dclergenz durch die Dialysc bilden sich aus den Mischniizellen Liposonien von ctwa 400 nni Durchnicsscr. 

Die Liposomen-Praparation kann in ciner Eppendorfzenlrifuge 3200 10 Minuten zenirifugiert werden, uni nichllipo- 
somales Maierial zu enlfemen. Intakle, geschlossene Vesikel bieiben im Ubcrstand. 

Die crfindungsgeniaBcn Lipidagglonicrale besiehen aus ciner oder mehreren Schichten der erfindungsgemaBen TEL- 
Derivate, Zwischen jeweils zwei solcher Schichten konnen sich negaiiv geladencMolekule, z. B. Nukleinsaureuiolckule, 
einlagem. 

LipofektionsmitleL die zu 100% aus erfindungsgemaBen TEL-Derivaten besiehen, haben sich dabei als auBergewohn- 
lich stabil, iialiezu uiibegrenzt lagerfahig uiid prolonenundurclilassig erwiesen. Fur viele Anwendungen, darunler die 
Fomiulierung von Phannazeuiika mil siiurelabilen Wirksloflen, und die Transfekiion von Eukaryontenzcllen slellen 35 
reine TEL-Derivat-Lipofeklionsmillel daher das Mitlel der Wahl dar. 

Als vorteilhall hat sich auch die Hersiellung von Lipofektionsmittcln erwiesen, die neben einem Anleil von TEL-De- 
rivat. ubliche Doppelschichl-bildende Phosphoiipide enlhalten, wobci diescr Gewichtsprozent anleil auf das (Jesamtlipid 
bezogen ist (Mischliposonien bzw. Mischlipidagglonierate). Die HcrslcUung von Mischhpofeklionsniitteln crfolgt ana- 
log der Hersiellung von reinen TEL-Derivat-Lipofeklionsniiileln. 40 

Bei diesen Doppelschicht-bildendcn Phospholipiden kann es sich beispiclsweise handeln uni Sphingomyeline, Cepha- 
line, Lecithine und Cardiolipin. Besonders bevorzugt ist der Zusatz von kaiionisclien Lipiden wie DOTMA (N-[l-(2,3- 
Dioleyloxy)propyl]-RN,N-lrimethylammoniuinchlorid) (Lil^ Technologies, Caithersberg, USA) oder DOTAP (N-ll- 
(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,ISr-trimethylamnioniunichlorid) (Boehringer Mannheim, FRG) oder DOSPER (Boehrin- 
ger Mannheim). Zur Unterslutzung der Transfektionseffizicnz konnen auch neutrale Lipide wie z. B. DOPE (Dioleoylp- 45 
hosphalidylcthanolainin) (Sigma) in die Hersiellung der TEL-Derivatliposonieeinbezogen werden (Beispicl 5). In einer 
weiteren bevorzuglen Ausfuhrungsfonn werden Cholesierin und/oder seine Derivatc in die Menibran eingcbauL Dariibcr 
hinaus kann jedes weilere fiir die Bildung von Liposomen oder Lipidagglomeralcn geeignetc Lipid hcrangezogcn wer- 
den, Der besondere Vorieil der erfindungsgemaBen Mischlipofcklionsniitlcl ist ihre durch den TEL-Deri vat anleil verbcs- 
serle (erhohic) Stabililal, verglichen z, B. mit Liposomen ohne TEL-Deri valanteil. 50 

In den erfindungsgemaBen Mischlipofeklionsmitteln betriigi das Verhaltnis von Tetraetherlipidderivat zu weiteren Li- 
piden bevorzugt 5 : I bis 1 : 5. In besonders bevorzuglen Ausfiihrungsfonnen betragt das Verhaltnis 1 : 2 bis 1 : 0,5, be- 
sonders bevorzugt 1.1. Allc Angaben beziehen sich auf Gewichlsverhaltnisse. 

Im folgenden beziehen sich die Ausdriicke "TEL-Derival liposom", "Liposom aus reinem TEL-Derival" etc. auf Lipo- 
somen, deren Lipidanteil zu 100% aus erfindungsgemaBen TCL-Derivaten, bevorzugt TEL aus Thermoplasma acidophi- 55 
lum besieht. Gleiches gill fiir die Ausdruckc " rciraelherlipidderivatagglomeral" und verwandle Ausdriicke. 

"Mischliposonien" und "Misch-Lipidagglomeraie" umfassen zusalzlich herkonimliche Phosphoiipide, und die Aus- 
driicke "Liposom" bzw. "Lipidagglomerai" umfassen sowohl Liposomen bzw, Lipidagglonicrale aus reinen TEL-Deri- 
vaien als auch Mischliposonien bzw. Misch-Lipidagglonieraie. 

Die erfindungsgemaBen Liposomen einschlicBlich dcr Mischliposonien sowie die T^ipidagglomeraie einschlicRHch der 60 
Mischagglomcraic konnen als Transport ve hi kcl fiir Nukleinsiiuren und/oder kosmetische, phaniiazeuiische Wirksiofle 
dienen. Die erfindungsgemaBen Liposomen und Lipidagglomerale ermoglichen daruber hinaus einen zielgerichlelcn 
GcnlransfenDazu werden Nukleinsiiuren, z. B. DNA- oder RNA-Sequenzen, die Gene oderGenfragmenlcenlhalien und 
in iinearer Form oder in Fonii von circular geschlossenen Vekioren, die weileres geneiisches Maierial enlhalien konnen, 
vorliegen, in rcine ^rEL-Liposoinen oder Mischiiposomen, reine Lipidagglomerale und Mischagglomeraie verpackl und 65 
den zu iransfizicrcnden Zellcn in viiro oder in vivo zugesclzi. Wenn die Liposonienmembran bzw. Agglonicratobernachc 
daruber hinaus Aniikorper enihall, fiir die enlsprechende Proleine oder Peptide auf den mit dcr Gentherapie zu crrcichen- 
dcn Zcllen vorhanden sind. so wird durch den Konlakt zwischen Antigen auf dcr Zielzellc und Aniikorper in dcr Mem- 
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bran <lcs crfinclungsgenmlffLiposomcs bzw. Agglonicralobcrfliichc cin Konlakt /wischen T.iposom- bzw. Aggloineral- 
oberflachc und Zielzellc geforderl. 

Die Hrfinciung beirifli wcilerliin cine pharniazculischc /usaiiimcnsetzung, die die ciiindungsgcinaCcn Liposoiiicn 
Oder Lipidugglonicratc enlhalL 

S DiecrfindiingsgeiTiaBen Liposomen undAxIcr LipidagglomenHc werden bevor/ugi bci solchcn Wirksloffcn als Trans- 
port vchikcl cingeselzi, bci dcncn eine orale Applikation nichi mc^glich isl, weil dicsc WirkstolTc in der sauren Magcn- 
flussigkcit inakli vierl oder durch Lipasen oder Pepiidasen iin Dunndarin abgebaut wcrdcn wurdcn. Die erfindungsgeniii- 
Bcn Liposomen und Lipidagglomerate sind jedoch saurestabil und konnen deshalb ungchindcrl durch den Magen z. B. in 
den Dunndarin geiangen und cingeschlossene WirkslolTe, die nach oraler Applikalion noniialerweise nichI in die BIul- 

10 bahn gclangen konnen, don zur Resorption bringen. Die Wirkstofl'e konnen ini waBrigcn Lumen des Liposorus cnihallen 
sein. zwischen den Schichten der Lipidaggloiuerale vorliegen cxlcr in diese integriert sein. Solem es sich bei dein zu 
transportierenden Wirkstoff um Nukleinsauren handclt, isl dieser nieistens geschiitzl im Liposom oder zwischen den Ag- 
glonieratschichten. Tn einer weiteren Ausfuhrungstbnn ist der Wirkstoff kovalent an das im Liposom enthallene TFL ge- 
bunden. Bcvorzugte Wirkstoffe sind z. B. Cytostatika, Iinmunsuppressiva, Inununsliniulanzien oder Iinpfstoffe sowie 

15 Honuone. Die Lokalisierung des Wirkstoffes im Lumen oder in der Membran ist abhangig von seiner Wasser- bzw. Li- 
pidloslichkeit und wird voni Ol/Wasser-Verteilungskoeffizienten bestimmt. Viele Wirkstoife iiaben eine iniennediare 
Verleilung, d. h. sowohl eine gewisse Wasser- als auch Lipidloslichkeit, geniaB derer sie sich innerhalb eines Liposomes 
auf Lumen und Membran verteilen, Weiiere Beispicle fUr im Lumen gel5sie Wirkstoffe sind Impfsioffe, Honnone und 
wasserlosliche Anteile bzw. Derivate von Daunorubicin und Doxorubicin bzw. von Methylprednisolon. Ein bevorzugles 

20 Melhylprednisolonderivat isl dabei das Natriumsalz des Methylprcdnisolon-Hydrogensuccinals. Bevorzugte kovalent 
gcbundene Wirkstoffe sind dagegen beispielsweise Anlikorper, Homione, Lectine und Inierleukine oder aktive Frag- 
mente dieser Stoffgruppen. 

Es konnte gezeigt werden, daB die erfindungsgemaBen Liposomen bzw. Lipidagglomerate besonders gut mit ZcU- 
mcnibranen wechseiwirken konnen. Nachgewiesen wurde z. B. die Aufnahme von mil. dem lipophilen Fluoreszenz- 
25 Farbstoflf Rhodamin gekoppclten Teiraetherlipidderivalen durch die Zellnicmbran von Baby Hamster Kidney (BIIK)- 
Zellen (s. Abb, 1 und Beispiel 5,2). 

Mit den erfindungsgemaBen Liposomen oder Lipidagglomcratcn konnten dahcr auch Tbniorcn gcziclt bckampft wer- 
den, indem z. B. luniorspezifische Anlikorper bzw. Antikorperl'ragmenle in die Liposomennienibran eingebaut werden, 
die die mit Wirkstoff en gefuUlen Liposomen der Lipidagglomerate zielgerichtet in Hnnorzellen lotsen. Eine chemolhe- 
30 rapeuiische Behandlung mit zielgerichtet wirkenden Chemotherapeutika tragi dazu bei, uncrwiinschte Nebenwirkungcn 
drastisch zu reduzieren. 

In einer weiteren erfindungsgemaBen Ausfiihrungsfonn dienen die erfindungsgemaBen TEL-Derivaie in reiner Fonii 
Oder als Bestandteil von reinen oder gemischten Liposomen oder Lipidagglomeraten als Grundlage fur die Herstellung 
medizinischer Salben oder Hautcrenies. 

35 Ein weiteres mogliches Anwendungsgebiet fiir die erfindungsgemaBen TEL-Derivate, fur Liposomen oder Lipidag- 
glomerate aus reinen TEL-Derivaten aus Tliennoplasma acidophilum oder die diese TEL-Derivate enthaltenden Misch- 
liposomen oder Misch-Lipidagglomerate ist die Verwendung dieser Substanzen in der medizinischen Diagnostik. Dabei 
konnen z. B. Mikrotiterplatten mil TEL-Derivaien, TEL-Deri vat liposomen oder TEL-Derivatniischliposomcn beschich- 
tet werden, die durch Konjugation mit spezifischen Antikorpem oder Antigenen erhalten worden sind. Soicher Art be- 

40 schichtete Trager konnen z. B. fur die immunomeirische Bestimmung von Proteinen, Peptiden oder S toff wee hselproduk- 
len eingesetzt werden. 

Die folgenden Abbildungen und Beispiele erlauteni die Ei findung. 

Beschreibung der Abbildungen 

45 

Abb. 1 zeigt mikroskopische Aufnahmen von BHK-Zellen, die mit Rhodamingckoppeltem Tetraetlierlipidderivat B 
(10 pg/nil) 70 Min vorinkubiert worden sind. 
Abb. lA ist eine Phasenkontrastaufnahme, 

Abb. IB zeigt die Fluoreszenz, aufgenommen mit roten Emissions- und grtinen Extinktionsfiltem. 
50 Abb. 2 zeigt die Ethidiunibromidfluoreszenz von DNA-Tetraetherlipidderivat-Komplexen bei unterschiedlichen 
DNA:Lipidverhallnissen. Der der Abbildung zugrunde liegendc Versuch ist im Beispiel 4.2.2 beschrieben. 

Abb. 3 zeigt ein niit Elhidiumbroniid angetlirbtes Agarosegel (1%), auf dem DNA/Telraetherlipidderival-Koiuplexe 
ntit unterschiedlichen molaren Verhaltnissen von DNA zu Tetraethcrlipidelektrophoretisiert worden sind. Bei der autge- 
tragenen DNA handelt es sich um pSV-lac2:, das venvendete TEL-Deri val war Verbindung B. Mit den Verbindungen A 
55 und C sind gleiche Ergebnisse erhalten worden. 
Die Spurcn zeigcn im einzelnen: 

Spur 1: Gr56enmarker (XHindDI: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 5634 und 125 bp) 

Spur 2: molares DNA-Lipidverhaltnis von 1 : 0 

Spur 3: molares DNA-Lipidverhaltnis von 1 : 0,7 
60 Spur 4: molares DNA-Lipidverhalfm's von 1 : 1,4 

Spur 5: molares DNA-Lipidverhallnis von 1 : 2,1 

Spur 6: molares DNA-Lipidverhalmis von 1 : 2,8. 

Abb. 4 zeigt die Effizienz der Transfektion von BHK-Zellen mit detn Teiraethcrlipiddcrival B bei einer konslanten 

DNA-Konzentration von l,4pg/nil, in Abhangigkeit von der Lipidkonzentration im Medium. Mit den Verbindungen A 
65 und C sind gleiche Ergebnisse erhalten worden. 

Abb. 5 zeigt den Zeitverlauf der Expression von p-Galactosidasc nach Inkubation von BHK-Zclien mit Tctraetherli- 

pidderival-Koniplcxen, die das fiir P-Gaiactosidase kodierendc Plasmid pSV-lacZ (Promega) enthielten. Es wurden 

1,2 pg DNA und 5 pg Teiraetheriipidderivat B pro Transfeklionsansalz eingesetzt. Mit den Tetraethcrlipidderivaicn A 
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unci C sind glcichc HrgcWlTssc crhalicn wordcn. 

Abb» 6 /.cigl die Trans fekUonsclTi/.icn/ von rcinen 'rciraeilierlipidderivai-Li|X)soiuen in» Vcrglcich zu Mischliposonicn 
mil DOPH (inolarcs Verhallnis 1 : Ij, K: (niolares Vcrhallnis 1 : 1) und MPL (luolarcs Vcriiailnis Telracthcrlipiddcrival 
B AU MPL wic 1 : 2) (MPL: "main phospholipid" aus Thennoplasnia acidophiluiii, Gcsaniiphospholipidrraklion, s. 
PCT/liPj7/0101 1). Die Ergcbnissc mil den Deri va! en A imd R sind vorgleichbar. 5 

Abb. 7 /cigl. das Rcaklionsschcina zur Synlhcsc vcrschicdencr TEL-Derivalc. Dcr Tclraclhcnnakrozyklus isl dabci 
durch das jcder Porn icl /cnlrale Rcchleck dargcsldll. Ini cinzclnen zdgl: 

Abb. 7a die Uiiisclzung eines nalUriichcn Teiraelhcrlipides, z. B. isolicrl aus 'llicnnoplasma acidophilum, niii 1 molar 
Salzsaurc in MclhanoJ zur linUcmung der Zuckcrrcsle zur l^ihydroxylvcrbindung (2). Verbindung (2) wird anschlicBend 
zur Dicarbonsaurc (3) unigeselzL lo 

Abb, 7b zeigl die Umsctzung der Dicarbonsaure (3) zum enlsprechenden Dicarbonsaurechlorid (4), Das Dicarbonsau- 
rechlorid dicnl als Edukt fur die Umsetzung mil Aminen. GemaB Rcaktion 4a wird mil 1 3-Diaminopropan zuni Tclract- 
herlipidderival (A) umgesety.!. GemaB Reaklion Nr 4b erfolgl die Umser/.ung des Dicarbonsaurechlorides mil 3-Dinie- 
Ihylaminopropylamin zum Tetraelherlipidderival B. 

Abb. 7c Das Teiraetherlipidderival B rcagierl mil. Diniethylsulfal zum Tetraelherlipidderival C, I5 

Beispiel 1 

Kuliivierung und Konscrvicrung von Thcrmoplastiia acidophilum 
1.1 Medium 



1 .4 Zellcmlc 



20 



Das Kuliurmedium fiir Thernioplasma acidophilum selzl sich aus Freundl'schem Medium (Chrisliansen et al., ( 1 975)), 
einer 20%igen (w/v) Glucoselosung und einer 20%igen (w/v) Hefeexlrakllosung (Dilx:o) zusaimnen. Das FreundCschc 
Medium wird in situ bei 120%: slerilisiert, der 10-l-Fermenter 25 min und der 50-1-Fenncnler 45 min. Die Glucose- und 25 
Hefelosungen werden separal 10 min bei 110"C slerilisierL und erst unniitielbar vor der Inokulalion dein Medium beige- 
fugl. 

1.1.1 Fur die Inokulalion mil Gefrierzelien werden 94 VoL-% Freundl'schem Medium 5 Vol.-% Glucoselosung und 1 
VoI.-% Hefeexlrakllosung zugefugl. 

1.1.2 Fur die Beiinpfung mil einer Suspensionskultur werden 84 VoL-% Freundl'sches Medium, 5% Glukoselosung 30 
und 1% Difcolosung wic oben vereinl. 

1.2 Inokulalion 

2. 1 Im Fall der Kultur aus Gefrierzelien werden dem in 1 . 1 beschriebenen Medium 1 nil/l Gefrierzelien zugeseizt. Die 35 
lag-Phase belragt 2 bis 3 Tage. 

2.2 Fur Kuhurcn mil Suspensionskuliur-Inokulum werden dem in 1.2 beschriebenen Medium 10 Vol.-% Suspensions- 
kultur zugeseizt. Die lag-Phase belragt in dieseni Fall nur wenige Slunden. 

1.3 Kuliivierung von Themioplasma acidophilum 40 

Thernioplasma acidophilum wird bevorzugi in 101- oder 50 1-Feniientern gezuchlel. Alle Fernienleiteile niussen aus 
Schwefelsaure-feslem Material sein, z. B. Braun Biostat S (10 1, Glaskorpus), Braun Bioslat 50 D (50 1, Edelslahlkor- 

pus). 

Ausgehend von Gefrierzelien, die wie unten beschrieben konserviert worden sind, kann ein 10-1-Femienter ohne vor- 45 
hedge Flaschenzuchl direkt angeimpft werden. Die Normalbedingungen bei der Femienterzuchl sind 59X und pH 2. 
Nach Erreichen einer opiischen Dichle von 0,4 (bei 578 nm) wird das ersle Mai I Vol.-% Hefeexlrakllosung nachgefuhrt, 
ein weileres Mai nach weiteren 8 Slunden. Die Zugabe von Hefeextraki laBl den pH im Medium ansteigen und wird 
durch Zugabe entsprechender Mengen von 1 M Schwefelsaure kompensiert. Nach Erreichen einer opiischen Dichle 
(578 nm) von 0,6 bis 0,7 werden 5 I der 1 0-l-Fermenterkullur als Inokulum fur einen 50- l-Femienler eninommen. Dieser 50 
wird wie iiblich kuhivierl, wobei nach 20 und 28 Slunden jeweils 1 Vol.-% Hefeextraki zugefuhrl wird. Nach Eneichen 
der slationaren Phase wird 1 Liter als Inokiikim llir einen weiteren lO-l-Fermenter verwcndet. 

Thennoplasma acidophilum wachst obiigat aerob, hohe SauersloflTvonzenlrationen sind fur das Wachsium jedoch 
nicht voneilhaft. Die SauerstotTregulation wird auf 0,02 bis 0,03 vvm (Volumen Belutlung-pro Volunien Medium pro 
Minute) im 10- 1 -Ferment er und auf 0,04 vvm im 50-l-Feniienter eingestellt. Wiihrend des Wachslums nimnil der Sauer- 55 
stoffgehaltdes Mediums konstant und rapide bis unter die Grenze dcr McBbarkeil ab, muB aber nichlgegenregulicrt wer- 
den. Dcr pH wird wahrcnd dcr Kuliivierung laufend gemesscn und bei pH-Verandcrungen regulien. 



61) 



Das Wachsium von 'ITiennoplasina acidophilum erreicht die staiionare Phase nach ca. 40 Slunden (OD57K von ca. 0,6). 
Die Emic solltc daher nach ca. 40 Slunden bei einer OD578 von 0,6, maximal 0,7 erfolgen. 

Die Zellkultur aus einem 1 0-1-Fcrmenier wird in einer Heraeus-Stockzentrifuge 15 Minuien bei 3000 x g zcntrifugien, 
der Dbersland wird verworlcn, der Niederschlag wird in Freundt'scher Losung resuspendiert. Die Suspension wird 
10 Minuien in einer Christzeniriluge bei maximalcr Umdrchungszahl (4500 Upm, enisprechend in eiwa 3000 x g) zcn- 65 
iril'ugiert, der Vorgang noch mindcstcns zwcimal wicderholt, wobei Freundt'schc I^osung durch schwefelsaurcs Aqua bi- 
dest., pH 2, ersctzi wird, bis das Pellet weiB ist. SchlicBlich wird die weiBe ZellnaBmasse in Aqua bidesl. suspendicrt, in 
Mclhanol/Trockeneis eingcfroren und bis zur Gcwichiskonslanz gcfricigelrocknci . 
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Die '/cllkultur dcs 5()-Wcnucnlcrs wird iniiicis cincs Pclicon-TangenliainuB-rillcrsysteiiis /ur Timlc auf ein Voluiiicn 
von 2 I kon/cnlrierl. Dieses Kon/enlrai wire! mil schwefclsaurcin desiillierlciu Wasser, pH 2, gewaschen, bis das Inliral 
klar und ungcfarbl isl. Nun wird die kon/xmirierlc Zellsuspcnsion zentrifugien (s. o.), das Pellet in Aqua bidcsl. resus- 
pcndicrl, rezcnirifugicrl, resuspendien, cingefroren und bis zur Gewichlskonsianz gelriergclrockncL 

s 

1 .5 Oplischc Konlrollc der Rcinhcil dcr Thcnnoplasixia acidophilum-Kullur 

Tin Lichlinikroskop erschcinl Thcrinoplasnia acidophiluin nach obigcr Kullur mil einer 2^11dichle von 10' Zellcn/inl 
in meisl isodianielrischer Fonn niit cinen» Durchinesser zwischen 1 und 3 jiiii, einige Zellcn hahcn pleioniorphes Aussc- 

10 hen. Nach Lascrlichl-Streuniessungen iiii Malvern panicle sizer liegi das Maxiinuni der GroBenverleiiung bei 2,3jJiii. 
Gefrierbruch-elcklronennukroskopisch erscheinen die Z^llen lueist rund, plcioniorphc Z^llen weisen Langsachsen zwi- 
schcn 1,1 und 2,7 pni und Querachsen uiii 0,6 ^ni auf. Die 2^llen zeigen ein lypisches Bruchvcrhalten, das sie von den 
tneisten anderen Zellen unlerscheidei: sie brechen senkrechi (quer) zur Membranebcne, enllang der KohlenwasserslofF- 
kcilen und nichl enllang der inneren Grenzflache der DoppeischichI (tangential). 

15 Bci den gegebenen Wachstuuisbedingungen pH 2) konnen nur wenige Oi^anisnien in die Kultur einwachsen, 

2. B. Bacillus acidocaldarius. Zuchtung bei pH 1,5 verhindcrt auch dies, isl allcrdings mit eincni Ausbeuteverlusl hin- 
sichllich dcr gcwiinschlen Lipidkoinponcnte verbunden. Soinil. liegt. das Ziichiungsopliinuni bci pH 2 unier Einhallung 
nioglichsi sterilcr ("kcinireduzicrlcr") Bedingungen. 

20 1 .6 Konscrvicrung 

Die Konservierung von '^Tliennoplasnia acidophiluin erfoig! bei -SOX' oder in flussigeni N2. Zur Konservierung wird 
eine akiive Kullur (8-10 1) durch Zugabe von Calciunicarbonal auf pH 5,0 -5,5 eingeslelll. Nach Sedinienlation von Cal- 
ciuinsulfal und uberschussigeui Calciunicarbonal (inindeslens 30 niin ruhig slehenlassen) wird der Uberstand abgehoben 

25 und untcr sterilen Bedingungen 15 min bei 3000 x g zenlrifugierl. Der Uberstand wird verworfcn, und die Therinoplasnia 
acidophil uiii-Zellen des Pellets wcrden in frisch zubereitelen 10 niM NairiuiiicilralpulTer, pH 5,5, resuspendiert. Die Sus- 
pension wird auf Eis in Cryocups auf 0,5 bis 3,0 nil poriionicrt, die Cryocups v^crdcn cine Slundc in flussigeni Sticksloff 
cingefroren und anschlicBend darin oder bei ~80**C aufbcwahrl. 

Zur Kuliivierung werden die C^ryocups mit den Zcllen iin Wasserbad bei 37^C aufgetaut. 

30 Es isl unbedingi nowendig, da6 die Konscrvierungsschrilte sieril durchgefulirl werden, da der pH von 1-2, dcr bci der 
Kuliivierung das Einwachsen der nicisicn Mikroorganisinen verhinderi, nichl eingchallen wird. 

Bei spiel 2 

35 Extraktion und Reinigung der Tetrad herli pi de aus Tlieniioplasnia acidophilum 

2. 1 Extraktion von Gesaintlipid 

Die Extraktion von Gesaml-Lipid wird mit gefriergetrocknetcni Material durchgefuhrt. Dazu werden 8 bis 10 g ge- 
40 fricrgetrocknetc ZcUmasse mil 300 ml eines Pelroleiher(Fraklion 60 bis 80°C)/2-Propanol-Gemisches (77 : 23 v/v) in ei- 
ner Soxhletapparaiur (rekurrierendes, geschlossenes Sysieni) 40 Stunden unier RuckfluB kontinuierlich exlraliiert. Die 
beschriebene Exlraklion ist nahezu quanlitativ und fuhrt zu ca. 1 g reiner Gesaintlipidfraktion. 

750 mg der Gesanulipidfraktion aus Themioplasma acidophilum werden in 800 ml einer 1 M HCl-Losung in Metha- 
nol 10 h unter RiickfluBkuhlung gekochl. Nach Verdampfen des Losungsmillels wird der Riickstand in 100 ml CHCI3 ge- 
45 lost und mit H2Q gewaschen (5 x 100 ml). Die CHCb-Fraktion wird verdampfl und der Riickstand chromatographisch 
iiber Kieselgel (Kieselgel, Merck; Elutionsmittel CHCI3) aui^eirennt. Die Fraktioncn werden gesainnielt und auf TLC- 
Platten analysiert (Laufniittel: CHCb/Mcthanol 9:1), wobei bereits isolierte Tctraether als Standard dienen (Freislebcn 
et al., 1993, Appl. Microbiol. Biotechnol., 40, 745-52). Nach Verdampfen des Elutionsmittels beiragt die Ausbeule ca. 
390 nig TetraetherUpide. 

50 

Bei spiel 3 

Herslellung der Telraelherlipidderivate A, B und C 

55 3,1 Hersiellen von Dicarbonsaureverbindungen 

80 mg Teiraeiherlipide werden untcr Ruhren in einer LGsung von 1 ing 4-Mcihoxy-TEMPO Radikal in 2 ml CH2CI2 
bei 4X! gelost (J. Org. Chem., 1985, 50, S. 1332). 5 ml Nairiumhypochlorid (0,35 M, pTl 8,6) werden der Losung zuge- 
selzt und die Mischung fur 5 Min bei 4X' krafiig gerlihrl. Nach Zugcben von 30 ml CIICI3 wird die organischc Phase 
60 5mal niii 30 ml 0,25 M HCl gewaschen. Die organische Phase wird verdampfl. und dcr Riicksland auf Silicagel chroma- 
lographisch aufgeirennl (Elulionsmiliel: CHCb/Melhanol/Essigsaure 100: 5:0,1). Die Fraklionen werden gesanmicll 
und auf TLC-Plaiie analysicrl (Laufniitlel: CTTGiyMelhanol/Essigsaure 100 : 5:01). Nach Verdampfen des Elutionsmil- 
tels werden ca. 47 nig Dicarbonsaurc-Verbindung aus den enlsprcchenden Fraklionen gewonnen (ca. 50% Ausbcuic). 

65 3.2 Hersiellen von Dicarbonsaurcchlorid 

45 mg der Dicarbonsaurc-Verbi.ndung wcrden in einer Losung von Thionylchlorid (100 pi) in 5 ml irockenem CM2CI2 
gclosi und rcfluxicrl. Nach ca. 6 Siunden ist das Losungsniiliel verdampfl. Das enlslandenc Dicarbonsaurcchlorid kann 
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ohnc wciierc Reinigungsschriiie cingcsct/.l wcrdcn. 

3.3. TTcrslcllcn von 'ITiL-Dcrivaicn 

3.2.1 'relraelhcTlipuldcrival li 5 

50 pi 3-Dimeihylaminopropylaniin werdcn cincr Ujsung von ca. 45ni«» Dicarbonsaurechlorid in 5 nil Irockcncni 
CTT2CI2 zugesetzl. Nach 5 Min wird die Mischung funfnial mil 30 nil Wasser gewaschcn, das Losungsniillel cvaporicri 
und dcr Riicksland chronialographisch aul Kicsclgcl aulgclrcnnt . (HlulionsiniUcI: CI ICiyMclhanol/iissigsaurc, 
80 : 20 : 0,5). Die Frakiionen werden gesannncli und auf TLC-Plaiien nn! deni glcichen T^ulruillel wic oben genannr 10 
analysiert. Aus den Fraktioncn, in dencn das Teirael her li pi dde rival A Ix^sigeslcllt wird, v^'ird das Txjsungsnnilcl vcr- 
danipfl. Das Vcrfahren fuhrl zu ca. 35 iiig Dcrival B. 



15 



20 



3.2.2 Tctraelhcrlipiddcrival A 

Eterivat A wird durch ein almlichcs Verfaliren gewonncn, bei deni anstelle von 100 pi 3-Dimeihylaniinopropylainin 
100 pi 1,3-Dianiinpropan eingcselzt wcrdcn. 

3.2.3 Telraeihcrlipiddcrivat C 

Derivai C: wird gewonnen, indeiii Dcrival B in einer Losung aus 10 pi Dinielhylsulfaf in (:TT2C:i3 (5 nil) gclos! wird. 
Nach 20 h wird das Losungsiiiillcl vcrdainpfl, dcr Ruckstand in 10 nil CHCI3 gelost und drcinial in .je 20 ml 0,1 M HCl 
gcwaschen. Nach Evaporieren dcr oiTganischen Losung werdcn ca, 10 nig Derivai C gewonnen (Ausbeule ca. 95%). 

3.4 Ilerslellcn cines Fluoreszenz-niarkierten rclraelherlipiddcri vales 25 

Zur Klarung dcr Fragc, ob die crfindungsgciiiaBcn posiriv gcladcnen Tel raclhcrlipidderi vale in Zellcn cindringcn kon- 
nen, ist ein neues fluoreszierendes Teiraelherlipidderivai synthelisierl worden, 

Fluoreszenz-markicrtes Teiraelherlipidderivai wird gewonnen, indeni 2 nig Rhodaniinisoihiocyanat und 5 pi Trieihy- 
laiuin einer Losung von 2 nig Derivai A in 2 mi Irockcncni CTI2C12 zugesclzl wcrdcn. Nach 15 h wird die Losung funf- 30 
nial mil 30 nil Wasser gewaschcn, das Losungsniittel cvaporicri und der Rucksland chronialographisch auf Kicsclgcl 
aufgeirenni (Elulionsmiliel: CHCis/Melhanol/Essigsaure, 80 : 20 : 0,5). Die Frakiionen werden gesammell und Probcn 
davon auf TLC-Platlen analysiert. Die Frakiionen, die das fiuoreszierende Lipid enthallen, werden vereint und das L6- 
sungsiiiiltel verdanipft. Das Verfahren fiilirt zu ungefaiir 2 nig Tetraetherlipid-Rhodamin. 

35 

Beispiel 4 
Herslellung von Lipofeklionsmitlel 

4. 1 Lecres Lipofeklionsniillcl 40 

Fur die Herslellung von Liix^feklionsniillel werden die Tetraetheilipidderivale A, B oder C verwendet. Zur Bildung 
von Lipofeklionsmiliel wird das Teiraelherlipidderivai jcweils in Chlorofonii/Melhanol (1/1, v/v) gelosi (2 nig/iul). 
Durch Verdampfen des Losungsiniilels enlstehl ein Lipidfilni. Dcr Lipidfthu wird in Puffer A (150 niM NaCl, 50 niM 
Hepes, pH 7,4) bei Raunileiiiperalur fur 48 h hydralisiert (Endkonzenlration 0,5-2 mg Lipicl/500 pi Puffer A), anschlie- 45 
Bend in einem Ultraschallbad (Branson 1210) 15 Min beschalll und schlieBlich 10 Min bei Raumiemperatur mi't einer Ul- 
iraschallspiize (Branson BIS, "cycle mode". Position 40) beschalll. Die Lipidldsung in Puffer A erscheini triib ohne Ag- 
gregate Oder erkennbare Prazipitale. 

4.2 DNA-Lipofeklionsmillelkoinplcxe 50 
4.2.1 Verfahren 



55 



Zuni Herslellen von DNA-Lipofeklionsiiiillelkoniplexen werden 3-5 pi in Puffer A supendicrle Lipide (1 nig/nil) in 
100 pi seruinfreieni Medium gelost. 1-2 pg DNA (1 mg/ml) werden in 100 pi serumfrcicm Medium verdunnt. Die bei- 
den Losungcn werden vorsichiig geniischt und 15 Min bei Raumiempcralur inkubicrl, um DNA-Lipidkomplexc zu bil- 
den. Typischerweisc iretcn kcine Aggregate bei der Komplexbildung auf. Vor Jcdcr Transfckiion werden 800 pi serum- 
frcies Medium zugesclzt, so daB ein Endvolumen von 1 ml crreichi wird. 

4.2.2 Nachweis der Bildung der DNA-Lipofeklionsnnllclkoniplexe 60 

Die Bildung der DNA-Lipofeklionsniiiiclkoniplcxc wurde fluoromclrisch unicrsuchl. Es isl bckanni, daB die Bildung 
von Koiuplcxcn aus DNA und kalionischcn Lipidcn die Bindung von Llhidiumbroniid an DNA verhindcri (Gcrshon el 
al., Biochemislry 32, 7143-7151, 1993). Da die Fluoreszenz von Elhidiumbromid-DNA-Komplexen dcr Mcnge freier 
DNA in Losung proporiional isi, kann dieses Vcrlahrcn vcrwendei werden, um DNA-Lipidkomplcxe zu quantinziercn. 65 
Dazu wurdcn DNA-Lipidkomplcxe aus Tciraelheriipiddcrival B und pSV-lacZ mil unlcrschic<llichcn Tclraeihcrlipiddc- 
rivalcDNA-Vcrhallnisscn in 1 ml 150 inM NaCl, 50 iiiM Hepes, pH 7,4, vorgebildct. AnschlicBend wurde Elhidiumbro- 
mid bis zu einer Endkonzcniraiion von 10*' M zugcfugt. Die Fluoreszenz von Elhidiumbromid-DNA-Komplcxcn wurde 
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durch Anrcgcn bci 518 nni und Mcssen dcr limission bci 605 nni vcrfolgl. Die Itrgcbnissc sind in Abb. 2 gc/cigt und 
wciscn daraulliin, daB die Bildung von DNA- Iclraclhcrlipidderival-Koniplcxen bei cincm niolarcn Vcrhallnis von 1 : 1 
auflriil. 

Die liildung dcr Koniplcxe wurdc uuBcrdeni unlcr Vcrwcmiung von 1%-igcn Agaroscgclcn gczcigl. In dicscni unab- 
5 hangigcn Tcsl wird die Hildimg von DNA-Tclraclhcrlipiddcrival-Kon»plcxcn durch das Vcrschwindcn Ircier DNA sichl- 
bar geniachi (Abb. 3, Spur 4). 

Diese Ergebnisse, die mil /.wei voncinandcr unubhangigen Versuchen erhallen worden sind, weiscn darauf hin, daB die 
Bildung von Teiraclhcrlipidderivai-DNA-Koniplcxen bci eincni niolaren Vcrhallnis von 1 : 1 auflriil. 

10 Bcispicl 5 

Transfektion mil Telraelhcrlipiddcriyal-enlhallendem Lipofeklionsmiliel 

5.1 Transfektion milpSV-lacZ 

15 

Transfektionen werdcn init einem pSV-lacZ-Plasmid (Promega) als Reporlcigenkonslrukldurchgefuhn. 1 x 10^ BHK 
(Baby Hamster Kidney KZellen werden auf Platlcn mil 6 Vertiefungen plallicrt. Nach 24 h Inkubation bei 37**C in CO2- 
begasier Aimosphare errcichen die Zellcn eine Dichie von 25 -50% und konncn fur die TVansfektion cingescizt werden, 
Dirckt vorder Transleklion werden die Zellcn mil 2 nil serumfreiem Medium gcwascben. 1 ml der den DNA-Lipidkom- 
20 plex enlhahcnden Losung (s. Bcispicl 4.2) wird zugcsclzl. Nach 5 h wird das die DNA cnlhallcnde Medium durch nor- 
males Wach slums medium, das 10% Serum cnlhall, erselzt. Kurzere Inkubalionszcilcn (2-4 h) fuhren ebenfalls zu crfolg- 
reichen Transfeklionen. 

1 9 h nach dcr Transfektion werden die Zellen einmal in PBS gc waschen, mil eiskaltem Methanol (-20'*C) fixierl, drei- 
mal mil PBS gcwaschen und fur 16 h in einer Losung aus 4 Ferrycyanid (Sigma), 1 niM MgC^, 0,1% X-gal (Rolh) in 
25 PBS, pH 7,4 inkubicru um die Expression von P-Galaclosidase nachzuweiscn. 

Die Transfonualionseffizienz dcr Telraclherlipidderivale A, B und C wurde mil den kommerziell erhalllicheri Tirans- 
fcklionsmiiicln Lipofcclin® und Lipofcciamin® (Gibco/BRL) vcrglichcn. Die Transfcktionscffizicnz wurdc dabci als 
Prozenlsatz blauer Zellen, bezogen auf die GcsaiiUzcllzahL angegeben. Der Vergleich zeigte, dafi die Transformaiions- 
effizicnz fur alle erfindungsgemiiBen Verbindungen in dergleichen GroBenordnung wie fiir die kommerziellcn Agenzien 
30 lag. 

Unier Vcrwendung des Plasmides pS V-lacZ wurdc fcmer das oplimale Verhallnis von DNA zu Lipid bestinmit. Dabei 
wurden die beslcn Transfektionsergcbnisse mil einem molaren Verhallnis von 1 : 1 DNA/Lipid erhallen (Abb. 4). Das 
Maximum der p-Galaclosidase-Expression wurde 19 h nach dem Beginn dcr gemeinsamen Inkubalion der Zellen mil 
den DNA-Lipidkomplex beobacliiel. Wie in Abb. 5 gezeigi wird, betrug unler diesen Bedingungen die Trans fektionscf- 
35 fizienz 12%, bezogen auf die Gesamlzahl der eingesctzien Zellen. 

5.2 Transfektion mil fiuoreszierenden Tetraelherlipidderivalen 

Eine Fluoreszenz-niarkierle Lipofeklionsmiilelsuspension wird hergestelh durch Beschallen von 1 mg einer Mischung 
40 aus Teiraetherlipidderivai A, B oder C und Telraelhcrlipid-Rhodamin (s. Bcispicl 3,3) (100 : 1 molares Vcrhallnis) in 
1 ml cines Puffers aus 150 niM NaCl, 50 niM Hepes, pH 7,4. Die Lipidkonzeniraiioncn von Rhodamin-niarkierien Lijx)- 
somen oder DNA-Lipidkoniplexen reichl von 10-1(X) pg/ml. Die Zellen werden 70 Min bei 38°C mil den Rhodamin- 
markierten Lipofeklionsmiliel inkubiert, dreimal mil PBS gewaschen und anschlieBend in einem "reverse fluorescent mi- 
croscope" analysierl. 

45 Die Analyse zeigle eine diffuse Fluoreszenz, die im Zyloplasma der Zellen zu beobachten war (Abb, 1). Dieses Er- 
gcbnis erlaubl die Schlu8folgerung, daB die erfindungsgemiiBen TeUraetherlipidderivale die Z^llmembran durchqueren. 

6. Transfektionseffizienz von Mischlipofekiionsmillel 

50 In derLitcratur ist gezeigt worden (Feigner el al., Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 7413-7417. 1987), daB durch Mischen von 
Lipoleclin® mil DOPE (Sigma) (1:1, w/w) erhohle Transfektion sralen erzielt werden konnen. Deshalb wurde der Ein- 
fliiB des Zusalzes verschiedener Lipide zu den erfindungsgemiiBen Telraelherlipidderivaten auf die Effizienz der Zell- 
iransfekiion uniersuchi, 

Im einzelnen wurde zugesetzi: MPL (Gesamtphospholipidfrakiion aus Thermoplasma acidophilum), PC (Phosphali- 
55 dylcholin) und DOPE (Diolcylphosphatidylelhanolamin). Dabei wurde beobachlet, daB das Mischen der erfindungsge- 
maBen lelraclherlipiddcrivale A, B bzw. C mil Ml^L in einem Verhallnis von 1 : 1 (w/w) die IVansfektionsef fizienz nichl 
beeinirachiigl, wahrend die Mischung dcr erfindungsgemaBen Teiraelherlipidderivaie mil MPL bci einem Mischungs- 
verhalinis von 1 : 2 (molares Vcrhallnis Telraclhcrlipidderivat/MPL) die Transfeklion.seffizienz stark beeinirachiigl. Eine 
Mischung aus erfindungsgemaBen Teiraetherlipidderivalen mil DOPE (molares Verhallnis von 1:1) erhohl die Trans- 
r»o fekiionselfi/ienz, wahrend eine Mischung von Teiraetherlipidderivai mit PC (molares Verhallnis von 1 : 1) sie erniedrigl. 
Aus diesen Versuchen gcht hervor, daB DOPE ein vielversprechcnder Zusalz zum Teiraetherlipidderivai A ist; Die Er- 
gebnisse sind in Abb. 6 graph isch dargesiclll. 
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1 . TeiraelherHpidderival der allgcmcinen Fonnel I: 
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s' 




O — CH, 



CH 



10 



wobci S' und S~ gleich oder verschicden sein konnen und jeweils die folgende Bedeulung haben: 



o 

II 

c 



N 
I 

H 



X — N 



X — Y 



15 



20 



25 



Y kann -NR-R^ oder -N^^R^R^ bedeulcn; 

X' und X* konnen gleich oder verschieden sein und sind jeweils unabhangig voneinander ausgcwahll aus der 
Gruppc, die ein verzweiglcs oder unverzweigtes Alkylcn oder Alkenylen mil 2 bis 20 KohlenstofTalonien unifaBi; 
R' bis R^ konnen gleich oder verschieden sein und sind jeweils unabhangig voneinander ausgewahll aus der 
Gruppe, die unifaBl: Wasserstoff, verzweigte oder unvcrzweigle Alkyl-, Aikenyl-, Aralkyl- oder Arylgruppen mit 1 
bis 12 Kohlenstoffaioiiien, wobei jeweils einer der Resle R" bis R^ weiter einen Antikorper gegen Zelloberflaclien- 
molekule oder einen Ligaiiden fur Zelloberflachen-Rezeptoren umfassen kann; und 
n kann eine ganze Zahi zwischen 0 und 10 bedeulen, 

sowie durch Bildung von Pent azyklen ini Tetraethergrundgerust gebildete Modifikationcn davon, 

2. Telraetherlipidderivat. nach Anspruch 1, wobei und S' gleich sind. 

3. Telraetherlipidderivat nach Anspruch 1 oder 2, wobei X^ ein Alkylen oder Alkenylen mit 2 bis 10, bevorzugt mil 

3 bis 6 Kohlensloffatonien ist. 

4. Telraelherlipidderival nach eineni der Anspriiche 1 bis 3, wobei X- ein Alkylen oder Alkenylen mit. 2 bis 10, be- 
vorzugt mil 3 bis 6 Kohlensiofl'atonien ist. 

5. Teiraelherlipiddenvat nach eineni der Anspriiche 1 bis 4, wobei n 0 bis 3, bevorzugi 0 ist. 

6. Telraetherlipidderivat nach eineni der Anspriiche 1 bis 5, wobei Y jeweils -NR*R^ ist und wobei R^ und R"' aus 
der Grupf>e ausgewahll sind, die unil^aBt: 

-H, -CH3, -C2H5 und -C3H7. 

7. Tetraelherlipidderival nach eineni der Ansprik:he 1 bis 5, wobei Y jeweils -N®R**R^R^ ist und wobei R**, R^ und 
R^ gleich Oder verschieden sein konnen und aus derGruppe ausgewahll sind, die umfaBt: 

-H, -CH3, *C2H5 und -C3H7. 

8. Tetraelherlipidderivat nach Anspruch 1 itiit der Fonncl A: 



O — CH, 




30 



35 



40 



45 



50 



55 



O — CH 



wobei S' = S" isl und bcdcuiet 
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lU 



15 



20 



— C — N — (CH2)3 — NHj 
H 

y. Ictraclhcrlipiddcrival nach Anspruch 1 iiiit <lcr l-'onncl B: 
S' 



(A) 




O — CH, 



O — CH 



30 



wobei S' = S- isl und bedeutci 

o 

II 

- C - N - (CH2)3 
H 



N(CH,) 



3 ■'2 



(B) 



35 



40 



45 



10. Telraetherlipidderi vat nach Anspruch 1 nut der Foniiel C: 




O — CH, 



— CH 



wobei S' = S' isl und bedeuiel 

so O 
II 

- C -N - (CH,)3 



N®(CH3)3 



(C) 



55 H 

11. LijX)soni, cnihalicnd ein odcr inchrerc Tciraethcrlipidderivate gcniaB cineni dcr Anspriiche 1 bis 10. 

12. Liposoni nach Anspruch 1 1, cnihaiicnd wcilcre Doppelschichl-bildcndc kalionische odcr neulrale Lipide. 

13. Liposoni nach Anspruch 12, cnthallcnd das kalionische Lipid DOTIVIA und/oder DOTAP und/oder DOSPER. 
CA) 14. J jposoTTi nach eineni dcr Anspriiche 11 bis 13, enlhahend das neulrale Lipid DOPK und/oder Cholestcrin. 

15. Lipidaggloiiieral, cnihalicnd ein oder iiiehrere Schichien eincr oder iiichrercr Tciraclherlipiddcrivale nach ei- 
neni dcr Anspriiche 1 bis 10. 

16. Lipidagglonicrat nach Anspruch 15, cnihalicnd wcitere Doppelschicht-bildcnde kalionische oder neulrale Li- 
pide. 

65 17. Lipidagglonicrai nach Anspruch 16, enthaliend das kalionische Lipid DOTMA und/oder DOTAP und/oder 

DOSPHR. 

18. Lipidagglonicrai nach Anspruch 16, cnihalicnd das neulrale Lipid DOPE und/oder Cholestcrin. 

19. Liposoni nach eineni der Anspriiche 11 bis 14 odcr Lipidagglonieral nach cincni dcr Anspriiche 15 bis 18, wo- 
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bei das CJcw.-Vcrhallnis von Tctraelhcrlipiddcrival zu weilcrcn Lipidcn 5 : 1 bis 1 : 5 bclragl. 

20. Lijx)som Oder Lipidaggloincral nach Anspmch 19, wobci das Cicw.-Vcrhalmis von Tclraclhcrlipidderivai /.u 
wcilcreni Lipid zwischcn I : 2 und 1 : 0,5, bcvoncugl. 1 : 1 beiragl. 

21. Liposom nach eincni dcr Anspriichc 11 bis 14 odcr Lipidagglonicral nach cincni dor Anspriichc 15 bis 18, cnl- 
hallcnd wcilcrhin Nnklcinsaiircniolekulc. 5 

22. Phaniiazeulische Zusaniinenscl/.ung, cnl.hahond Liposonicn nach cinciii dcr Anspriichc 1 1 bis 14 odcr Lipidag- 
glomeralc nach eincni dcr Anspruche 15 bis 18 und physiologisch verlriiglichcs Vcrdunnungsmiilcl. 

23. In vilro-Transfeklionskil, enlhalicnd Liposonicn nach cineni dcr Anspriichc 11 bis 14 und/odcr Lipidaggloiiie- 
rale nach cincni dcr Anspriichc 15 bis 18 sowie gccignetc PuRcr 

24. Vcrwendung von Liposonicn nach cincni der Anspriichc 11 bis 14 <xlcr von Lipidaggloincraicn nach cineni dcr id 
Anspruche 15 bis 18 zuni Ilerslellcn eincs Mcdikaiiicntes fiirdie Gcniherapie an Saugcm. 

25. Vcrwendung von Liposonicn nach einein der Anspriichc 11 bis 14 oder eincs Lipidaggloincrales nach eincni dcr 
Anspriichc 15 bis 18 7,ur Transfekt.ion eukaryontischcr Zellen in vilro. 
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Abb. 5 



Zeitveriauf der Expression von p-Galaktosidase 
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